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<g) Mikrobielle Herstellung von Substanzen aus dem aromatischen Stoffwechsei / III 
® Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiellen 

Herstellung von Substanzen, insbesondere von aromati- 
schen Aminosauren. Weiterhin betrifft die Erfindung Gen- 

strukturen sowie transfer mierte Zellen. ErfrndungsgemaS 

wird durch Einbringen oder Erhdhung der Aktivitat eine 

Lukosedehydrogenase eine Erhdhung der Produktion von 

Substanzen, insbesondere aromatischen Aminosauren 

beobachtet. Eine Erhdhung der Aktivitat ernes glukose- 

oxidierenden Enzyms fuhrt zur intrazellularen Bildung 

von Glukonolakton und Lukonsaure aus glukosehaltigen 

Substraten. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform 

starnmt die Glykosedehydrogenase aus Bacillus megate- 

rium. Mit dem erfindungsgemafcen Verfahren kann ein 

wetteres Spektrum von Substanzen bereitgestellt wer- 

den. 



00 

CO 
0) 

IU 

Q 



8NSDOCID: <DE_19818541 A1_L> 



BUNDESDRUCKEREI 09.99 902 045/43/1 



24 



DE 198 18 541 A 1 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Substanzen, insbesondere von 
Aminosauren, nach Anspruch 1 bis 20 und 30, Genstrukturen nach Anspruch 21 bis 23, sowie transfomuerte Zellen nach 

A M P iSobieLl herg!stellte Substanzen, wie Feinchemikalien, insbesondere aromatische Aminosauren sind von groBem 
wirtschaftlichen Interesse. wobei der Bedarf an z. B. Aminosauren weiterhm zummmt. , , . , „„,„,„„„,, 

So wird beispielsweise L-Phenylalanin zur Herslellung von Medikamenten und insbesondere auch bei der HersteUung 
de.lEft2Aspar.am (a-L-Asparlyl-L-pbenylalaninmeunylester) verwendeL L-Tryptophan w^^JtaMu^ 
Zusatz zu Futtennitteln benotigt; fur L-Tyrosin besieht ebenfalls Bedarf als Medikamenu sowie als Rohstoff in der phar- 

m N^d?b£^g aus naturlichen Materialien ist die biotechnologische Herstellung eine sehr wichtige Methode, 
urn Aminosauren in der gewiinschten optisch aktiven Form unter wirt-schaftlich vertretbaren Bedmgungen zu erhalten. 
Die biotechnologische HersteUung erfolgt entweder enzymatisch oder mil Hilfe von Mikroorganismen. 

Die miSobieUe HersteUung hat den Vorteil, daB einfache und preisgunsuge Rohstoffe eingesetzt werden kon- 
J ^So'ntSSe der Aminosauren in der Zelle aber in vielf acher Weise konUx>Uiert wird, s^v«^ 
Versuche zur Steiserung der Produktbildung untemommen worden. So wurden z. B. Aminosaure-Analoga eingeseta, 
IS^S^SS^nib^ auszuschalten. Beispielsweise wurden durch Selekuon auf Resis^nz 
akuiin-Analoga Mutanten von Escherichia cob erhalten, die eine erhohte Produkuon von L-Phenylalamn ennoghchten 
JSq5$06). Eine ahnliche Strategie fuhrte auch zu uberproduzierenden Stammen von Corynebactenum (JP- 

19037/1976 und JP-39517/1978) und BacUlus (EP-0,138,526). . ^ nfa u* 

Desweiteren sind durch rekombinante DNS-Techniken konstruierte Mikroorganismen bekanm, be, denen ebenfalls 
die ReSuoS der Biosynthese aufgehoben isu indem die Gene, die fur nicht mehr feedback-mhib.erten Schhasselen- 
zv^neSeren Ilomert und exprimiert werden. Als ein \brbild beschreibt EP-0,077,196 ein Verfahren zur Produkuon 
VO raromaSnT^^^^ dem eine nicht mehr feedback-inhibierte 3-Desoxy-D-arabin^ 

pSa^nSelDAHP-Syn.hase) in E. coli uberexprinuert wird. In EP-0,145,156 ist ein E. coh-S^iutibeschneben, ,n 
dem zur Produktion von L-Phcnylalanin zusatzuch Choris m atmutasc/-PicphcnatdchydraUiSC = ubcrcxpnrmcrt ist 

D^ge^annL Strategien ist gemeinsam, daB sich der Eingriff zur Verbesserung der Produkuon auf den fur die arc 
mShrA^osauren'spezifi-hen Biosyntheseweg beschr.nkt. Fur eine ^^^^^t^- 
doch eine verbesserte Bereitstellung der zur Produkuon aromatischer Aminosauren benotigten Pnmarmetabolite Pnos 
DhoenolDvruvat (PEP) und Erythrose-4-Phosphat (Ery4P) angestrebt werden. 

P P^ ^ Sraktivierter VoriLfer des Glycolyseproduktes Pyruvat (Brenztraubensaure); Ery4P ist ein Intermedial des 

?ft SSSSJ?5i»ch e zur Produkuvitatssteigerung sind insgesatnt darauf gericbtet, die Limimtion der, :ytosoli- 
schen Synthese der Aminosauren zu uberwinden. Bei der Produktion aromatischer Armnosauren ^f 5 " <^™. 
tabolite Phosphoenolpyruvat (PEP) und Ery4P fur die Kondensation zu 3-Desox y -D-arabmo-he P tulosonat-7-phosphat 

(D faTr Srafur sind mehrere Strategien fur die Steigerung der Verfugbarkeit von Ery4p beschrieben wie ^beisp^- 
wefse durch Uberexpression der Transketolase eine erhohte Bereitstellung von Ery4P und m J ol %^^^^% 
duktbildung von L-Tryptophan, L-Tyrosin oder L-Phenylalanin ermoglicht (EPPatentanmeldung Nr. 0 600 463- »o* & 
Draths Ann Sv Mkrobiol. 49 (1995) 557-579). Kurzlich wurde gezeigt (Hores et al. Nature Biotechnology 14 1996) 
oS-623T^aB eine spontane Glukose-posiuve Revertante einer PTS-negativen MuUmte von Eschench » ~b Olukwe 
Uberdas GalP-Syste^in die Zellen einschleuste und zum Wachstum auf Glukose befatagt ^^"^J^ 
pression des Transketolase-Gens tktA wurde eine vermehrte Bildung des Intermedin DAHP beobachtet (Flores et al. 

45 ^^^^^^l ver6ffentlichten deutschen Patentanmeldungen mit den AktenzeichenDE 
1 96 44 5 66 3 wad IME 1 9644 567.1 gezeigt, daB durch die Erhohung der Enzymaktivitaten yon Transaldolase oder 
T^doteund5Lket^ 

coli oder einer Glukokinase und eines PEP-unabhangigen Transportsystems fur Zucker it, ' E«=henchi^ L^Se "tSl t 
50 Kombinationen der angegebenen Enzyme und des Transportsystems z. B. Phenylalamn in erhohtem MaBe bereitgcstellt 

We Sst k dTAufgabe der Erfindung, ein weiteres Verfahren zur Verfugung zu steUen. durch das eine verbesserte mikro 
bielle Synthese von Substanzen, insbesondere aromatischen Aminosauren, erreicht wird. 

Es soli auch ein Mikroorganismus geschaffen werden, bei dem die Bildung von Substanzen erhoht st 
Uberraschenderweise wird die Aufgabe dadurch gelost, daB Glukose oder glukosehaluge Substrate in einem Substan- 
zen pnXTerendeTMi^^ die Erhohung der Aktivitat eines Glukose oxidierenden bnzyms ubereinen 
atternSven *offwechselweI umgesetzt werden. Dieser alternative Stoffwechselweg umfaBt die Oxidauon der freien 
Glukose zu Glukonolakton/Glukonat, sowie die Phosphorylierung des Glukonats ^^"W^f : . „ Prhahune 
Dieses Ergebnis ist besonders uberraschend, als daB es keineswegs selbstverst^dhch ist, daB dae dleinige Erhohung 
der AktiviSfeines Glukose oxidierenden Enzyms eine wesentliche Rolle bei der Produktion von Substanzen! ,.l 

Unter Substanzen im Sinne der Erfindung sind beispielsweise Feinchemikalien w,e aromausche 
Indolessigsaure, Adipinsaure, Melanin. Chinone, Benzoesaure, sowie deren potenueUe Denvate und Folgeprodukte zu 
verstehen 8 AUe diese^ubstanzen werden im Rahmen dieser Erfindung auch als Substanzen aus 

wecTsel angesehen. Damit sollen aUe Verbindungen umfaBt sein, deren biochemische Synthese durch die erhohte Bereit- 
steUung von Ery4P oder Ery4P und PEP begUnstigt wird. „„,^4.,t, ( . n 
dabei bemerkt, daB fur die HersteUung von Indigo, Adipinsaure und anderen nicht namrbchen Folgeproduklen 
neSn^ eSJdungsgemaBen Eingnffen weitere genetische Veranderungen an den die Substanzen produzienenden Mi- 
kroorganismen notwendig sind. (Frost & Draths (Ann. Rev. Microbiol. 49 (1995) 557-579). 
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Bevorzugt eignet sich das neue Verfahren urn Substanzen zu produzieren, bei deren Herstcilung Ery4P beteiligi ist 
Substanzen produzierende Mikrooiganismen konnen Glukose oder glukosehaltige Substrate, d. h. glukosehaltice Di- 
und Okgosacchande. auf verschiedenen Wegen verstoffwechseln: So ist bekannt, daC Glukose durch ATP-abhangige Ki- 
nasen (Hexokinase, Glukokinasen) phosphoryliert und damit in die Glykolvse eingeschleust wird. AuBerdem verfugen 
viele Baklenen uber em PEP-abhangiges System zur Aufnahme und Phosphorylierung von Glukose 

Durch verschiedene losliche oder niembrangebundene Enzyme kann Glukose auch oxidiert werden (uber Glukonolak- 
ton zu Glukonsaure). Dazu gehoren Glukose-Oxidasen oder Glukose-Dehydrogenasen. Glukose-Oxidasen oxidieren 
Glukose zu Glukonolakton unter Reduktion von molekularem Sauersloff. Glukosedehydrogenasen oxidieren ebenfalls 
Glukose zu Glukonolakton aber verwenden andere Elektronenakzepioren wie Pyrroloquinolin-Quinon (PQQ) Oder an- 
dere Cofaktoren wie Nicotinadenindinukleotid (NAD) oder NADP. Es ist bekannu daB membrangebundene Glukosede- to 
hydrogenasen nut dem Cofaktor Pyrroloquinolin-Quinon (PQQ) Glukose oxidieren konnen, wobei der Umsatz an der 
MembranauBenseite ertolgt. Zur Aufnahme des Produkts (Glukonolakton bzw. Glukonsaure) in die Zelle bedarf es dann 
ernes eigenen Transportsystems, wie von van Schie et al. Journal of Bacteriology 1 63 (1 985) 491-499- Tsturiz et al Jour- 
nal of General Microbiology 132 (1986) 3209-3219; Izu et al. Journal of Molecular Biology 267 (1997) 778-793 be- 
schrieben wurde, dessen Expression in der Regel (z. B . in Escherichia coli) durch die Gegen wart von Glukose reprimiert 15 

)i^f 7^ Ct 3l ' Journalof Modular Biology 267 (1997) 778-793, und Conway. FEMS Microbiology Reviews 103 
(1992) 1-27 beschrieben. 

Glukosedehydrogenasen mit dem Cofaktor NAD oder NADP sind Idsliche Enzyme, die innerhalb der Zelle vorkom- 
men. Bekannte Produzenten sind u. a. Bacillus-Stamme, die z. T. uber mehrere Isoenzyme der Glukosedehydrogenase 
verfugen konnen (z. B. Glukosedehydrogenasen I bis IV bei Bacillus megaterium; Mitamura et al. 1 990. Journal of Fer- ->o 
mentation and Bioengineenng 70, 363-369). Die Expression der Glukosedehydrogenasen ist strikt reguliert und erfolgt 
bekanntermaBen z. B. nur in Vorsporenstadien bei der Endosporenbildung von Bacillus-Arten; die physiologische Rolle 
.i C o^ U ^l^o ydr0genaSe b t f im Wachstum Glukose «t unklar, wie von Lampel et al. Journal of Bacteriology 166 
(1986) -38-243, sowie von Steinmetz bzw. Fortnagel kiirzlich beschrieben ("Bacillus subtilis and other Gram-positive 

k^ 3 '/,^ 0 *^!^"^ Hoc U, und H 8-)- M - Steinmetz pp. 157-170 und P. Fortnagel pp. 171-180; ISBN 1- 25 

E55581-053-5; ASM Press, Washington, D.C., 1993). 

Aus Escherichia coli, Coryncbaktcricn, Brevibaktcricn u. a. sind bishcr kcinc NAD(P)-abhangigcn Glukosedehydro- 
genasen beschrieben worden. Gene fur Glukosedehydrogenase(n) aus Bacillus-Stammen wurden in Escherichia coli klo- 
niert und dort ausgepragt (Hilt et al. Biochimica et Biophysica Acta 1076 (1991) 298-304). Ziel dabei war vor allem die 
Gewinnung rekombinanter Glukosedehydrogenase, die als Nachweissystem fur Glukose eingesetzt wurde bzw zur Co- 30 
taktorregeneraUon (Hilt et al. Biochimica et Biophysica Acta 1076 (1991) 298-304; DE Patentanmeldung 37 11 881) 
Zur Verwertung von Glukose z. B. als Substrat fur die Gewinnung von Substanzen wie aromatischen Aminosauren wur- 
den diese Gene dagegen bisher nicht beschrieben. 

ErfindungsgemaB wurde festgestellt, daB das Einbringen oder die Erhohung der Aktivitat einer Glukosedehydroge- 
nase uberraschend zur Bildung von Substanzen fuhrt. Eine Erhohung der Aktivitat eines Glukose-oxidierenden Enzymes 35 
tuhrt zur intrazellularen Bildung von Glukonolakton und Glukonsaure aus glukosehaltigen Substraten. In einer bevor- 
zugten Ausfuhrungstorm sLammt die Glukosedehydrogenase aus Bacillus megaterium. insbesondere die Glukosedehy- 
^, e n n n^f,« "sBaoUus megaterium wie beschrieben von Mitamura et al. Journal of Fermentation and Bioengineering 
/U (1990) 363-369, und Nagao et al. Journal of Bacteriology 15 (1992) 5013-5020. 

Glukonsaure ist zur Aktivierung auf ein Glukonsaure-phosphorylierendes EnzyVangewiesen. Es ist bekannt. daB sol- 40 
che Enzyme z. B. Phosphoenolpyruvat-abhangige Enzyme n mit Spezifltat fur Glukonsaure sein konnen, oder ATP-ab- 
nangige Kinasen mit Spezifitat fur Glukonsaure. Bekannt ist z. B. die ATP-abhangige Glukonatkinase GntK aus Esche- 

r, C ^ C ™ W 4n-, beSChrieben VO " feu et ^ reBS J - etters 394 (1996 > 14 16 = fau et »1- Journa l of Molecular Biology 267 
(1997) 778-793, und Tong et al. Journal of Bacteriology 178 (1996) 3260-3269. 

Das Produkt, 6-Phosphoglukonat, ist sowohl ein Intermedial des oxidativen Zweiges des Pentosephosphatweges als 
auch desEntner-Doudoroff-Weges in Escherichia coli wie beschrieben von Fraenkel, p. 189-198 in "Escherichia coli and 
Salmonella , 2. Auflage (Neidhardt el al. Hg.) ASM Press, Washington, USA, ISBN- 1-5558 1-084-5 1996 

Durch die zusatzliche Erhohung der Aktivitat eines Glukonsaure (Glukonat)-phosphorylierenden Enzyms kann die 
Produkuon von Substanzen verbessert werden. Beim Einsatz eines Glukonsaure-phosphorylierenden Enzyms sind z. B. 
Olukonsaure-phosphorylierende Enzyme aus verschiedenen Mikroorganismen geeignet, vorausgesetzt. daB sie in den 
Mikroorganismen, insbesondere Substanzen produzierenden Mikroorganismen, funktioneU exprimiert werden konnen. 
fcs empfiehlt sich insbesondere der Einsatz einer ATP-abhangigen Glukonatkinase, bevorzugt einer Glukonatkinase aus 
Escherichia coli, insbesondere der Glukonatkinase (GntK) aus Escherichia coli K-12. Andere Gene fur Glukonsaure- 
phosphoryherende Enzyme, deren Genprodukte die Glukonsaure phosphorylieren. sind fur das erfindungsgemaBe Vfer- 
tahren ebenso geeignet. Beispielhaft genannt seien Gene aus anderen Enterobakterien, Zymomonas mobilis. Bacillus 
subtilis, Corynebacterium glutamicum. 

Die Wirkung von Glukonatkinase beschrankt sich auf die Aktivierung von Glukonsaure/Glukonat, die aber z.B. in 
Gegenwart von Glukose mcht von Escherichia coli oder anderen Bakterien verstoffwechselt wird. Beispielsweise ist die 
Glukonatkinase GntK in Escherichia coli nur beim Wachstum auf Glukonsaure von Bedeutung, tragt aber nicht zur Ver- 
stoffwecnslung von Glukose bei. ja ihre Bildung ist sogarin Gegenwart von Glukose reprimiert. wie beschrieben von Tzu fio 
et al. Journal of Molecular Biology 267 (1997) 778-793, und Tong et al. Journal of Bacteriology 178 (1996) 3260-3269 
und erfolgt nicht in Gegenwart von Glukose. 

In dieser besonderen Ausfuhrungsform wird daher durch die zusatzliche. erhohte Aktivitat eines Glukonsaure-phos- 
phorylierendes Enzyms. insbesondere einer Glukonatkinase, am besten einer Glukonatkinase aus Escherichia coli und 
insbesondere der Glukonatkinase GntK aus Escherichia coli K-12. ein Enzym bereitgestellu das in Substanzen produzie- 65 
renden Mikroorganismen erne Bereitstellung eines Glukonsaure-phosphorylierenden Enzyms in Abwesenheit extrazel- 
lularen Glukonats bzw. in Anwesenheit von Glukose ermoglicht. Der Vbrteil ist ein erhohter SlofffluB uber den alterna- 
tiven Stoffwechselweg. Dies ermoglicht die verstarkte Umsetzung von Glukonsaure zu 6-Phosphoglukonat. sogar in An- 
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wesenheit von Glukose. Dies fuhrt zu einer Erhohung des intrazellular vorliegenden Anieils an 6-Phosphoglukonat, wel- 
ches uber bekannte Stoffwechselsequenzen in Subsianzen umgesetzt werden kann 

Ein Reaklionsprodukt des Glukose^xidierenden Enzyms ist. Glukonolakton. Glukonolakton kann sich spontan in Glu- 
konsaure umwandeln, es sind aber auch Enzyme beschrieben, die diese Umwandlun, \^f^^^^ 
nolaktonase z. B. aus Zyinomonas mobilis wie beschrieben von Kanagasundaram und Scopes Bioch m.ca e. B ophysrc 
Acta 1171 (1992) 198-200). In einer weiteren Austuhrungsfonn wird daher das Gen einer Glukonolaktonase (z. B aus 
zJmomonas Silis) zusafclich zum Glukose-oxidierenden Enzym bzw. zum Glukose-ox^erenden Enzym und zum 
GKS^?SSrylie«nd» Enzym ausgepragt, urn die Umsetzung von Glukonolakton zu Glukonsaure (bzw. zu 6- 

BaciUus-Arten Gene fur Glukosedehydrogena^e und Glukonatkinase natQrUch vorkom- 
meTkanne" allerdings sinddie Gene fur die Enzyme in unterschiedlichen Operons ^^^S^SSl 
nicht gemeinsam zur Verstoffwechslung von Glukose benutzu wie von Steinmetz J^' ^c^e^( Bajjh» 
subtilfs and other Gram-positive Bacteria" (Sonenshein, Hoch und T^s,ck, Hg.), Stemmetz pp. 157-170 und hortnagel 
dd 1 71 —180" ISBN 1-55581-053-5; ASM Press, Washington, D.C., 1993). AuBerdem ist, wegen der spezifischen Induk- 
don der GSfsedlyd^genasen unter Sporulationsbedingungen, nicht zu erwarten, daB die beiden Enzyme zusammen 

t^tESLn^ beschriebene Effekt der erh6hten Aktivitat eines Glukose^erenden 
Enzyms bzw etnes Glukose-oxidierenden Enzyms und eines Glukonsaure-phosphoryherenden Enzyms be, Wachsmm 
rSkoTode! -glukosehaltigen Substraten fur" die Produktion von Substanzen, insbesondere aromaUschen Aminosau- 



20 AusfUhrungsform der Erfindung wird zusatzlich zur Erhohung des Glu^ojdd^ 

den^En^mroaerderGlukoLoxidierenden Enzyms und des Glukonsaure-phosphorylierenden Enzyms die Akuvitat ei- 
n#*<: Tran^nnrtnroteins zur PEP-unabhangigen Aufnahme eines Zuckers erhoht. 

T^SSESSSiSlieBt audfein, daB die Aktivitat eines Transportproteins ; zur ^- unabh ^f^^ d e 
vm Glukose bzw von glukosehaltigen Substraten in einem Substanzen produzierenden Mtkroorganismus erhoht wird, 

Sanme Suck.rs nrfuL eines PEP-abhangigen TransportsysLems befahigt ist. Die 
TJs ^EP-unabhangigcn Transportsystcms crlaubt cine crhohtc Bcrcitstcllung des Zuckers ,n dem die Substanzen pro- 
dSSen Mikrclrlanismus. Dieser Zucker kann erfindungsgemaB von einem jntrazeUularenj 
Enzvm zu Glukonolakton und in der Folge Glukonsaure umgesetzt werden. Glukonsaure ist dann das Subset fur em 
Gluko^sa!.reXspnoryUerendes Enzym. Meistens wird PEP als Energie-Donor fur diese Umsetzungen nicht benotig 
uri sS^ ausgeLd von einem konstanten StofffluB in der Glykolyse und dem Pent <^P ho ^ 
d^Sensauon mit Ery4p zum primaren Metaboliten des allgemeinen Biosyntheseweges fur aromausche Vferbindun- 
gen ^^-i-ZS^limloson^-phosp^t (DAHP), zur Verfugung und in der Folge fur die Produkuon von 
Substanzen, wie z. B. aromatischen Verbindungen. Mr „^ m 

Im Falle des Transportproteins wird Aktivitat dabei als proteinvermittelte Aufnahmerate verstanden , t „ t( , n 

SXh des Tra^portproteins zur PEP-unabhangigen Aufnahme von Glukose bzw. glukosehaltigen Substraten 

empSSchtS 

nach dem Prinzip der proteinvermittelten erleichterten Diffusion wirkt. Insbesondere bietet sich der Einsatz des Gluko- 
sefacSor-Proteins (Glf) aus Zymomonas mobilis an. Bei der Verwendung von letzterem stanmit das das Protein ko- 
SendJSe^ iSi z B aus Z. mobilis, insbesondere das aus Z. mobilis ATCC 31821 isoherte Facihtator-Gen glf wie be- 
sSSn nfon Parser et al. 1995. Molecular Microbiology 15 (1995) 795-802, und Weisser et al 995. Journal of Bac- 
£S5?m (5S) 3351-3354. Andere Zuckertransportgene aus Bakterien, deren Genprodukte Glukose <™^°™ 
und dabei kein PEP verwenden, sind fur das erfindung sgemiiBe Verfahren aber ebenso t-fg^ ^-Jg^ 
stem aus Escherichia coli. AuBerdem sind Gene fur Zuckertransportsysteme wie HXT1 bis HXT7 aus eukaryont scnen 
Mtoo^smen wie Saccharomyces cerevisiae, Pichia stipitis oder Kluyveromyces lactis, oder aUgemei n Zucke - 
SS^ne^s anderen Organismen einsetzbar, vorausgesetzt, daB sie in den ^^^^^S!^ 
werden konnen und die Genprodukte dabei ohne PEP zur Phosphorylierung und/oder zum Transport der Glukose ^ aus 
tommen msbeSere empfiehlt es sich, daB die Zuckertransportgene in Aminosaureproduzenten expnmiert werden 
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Als MaBnahmen zur Steigerung der Aktivitat im Sinne der Erfindung sind alle MaBnahmer, zu verstehen, die dazu ge- 
eignetS d^e Aktivitat eines Glukose-oxidierenden Enzyms oder die Aktivitat eines G uk ^ose-ox,dierenden ] Enzyms 
und zusSch mindestens eine Aktivitat aus Glukonsaure-phosphorylierendem Enzym, Glukonolaktonase, Transport- 
protein zur PEP-unabhangigen Zuckeraufnahme zu steigem. Insbesondere sind hierzu geeigneU 

- Hnfuhrung von Genen z. B. mittels Vektoren oder temperenter Phagen; 

- Shohung der Genkopienzahl z. B. mittels Plasmiden mit dem Ziel die ertindungs ^gemaBen Gene in , ^otorfo- 
.pienzahl, von leicht (z. B. 2- bis 5fach) bis zu stark erhohter Kopienzahl (z. B. 15- bis 50fach), in den Mikroorga 

"ShtnTSeiTnexpression z. B. durch Steigerung der Transkriptionsrate z. B. durch Verwendung. von Promo- 
to^enten wie 7_ B. Ptac, Ptet oder anderen regulatorischen Nucleotidsequen7 £ n und/oder durch Ste.gerung der 
Translationsrate z. B. durch Verwendung einer Konsensus-ribosomenbindungssteUe: 

SSunglr endogenen Aktivitat von vorhandenen Enzymen z. B. durch MutaUonen. die nach klassischen Me- 
thoden unglrichtet erzeugt werden, wie beispielsweise durch UV-Bestrahlung oder muuuonsauslosenden Chemi- 
SSen durch Mutationen, die gezielt mittels gentechnologischer Methoden wie Delet.on(en), InserUon(en) 
fis und/oder Nucleotidausiausch(e) erzeugt werden; . 

- EAohung der Aktivitat von Enzymen durch Veranderung der Struktur von Enzymen 3. B. durch Muquese nut 
physikalischen, chemischen, molekularbiologischen oder sonstigen mikrobiologischen Methoden; 

- Verwendung von deregulierten Enzymen. z. B. nicht mehr feedback inhibierten Enzymen; 
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- Bnfiihrung entsprechender die deregulierten Enzyme kodierenden Gene. 

Auch Kombinationen der genannten und weiteren, analogen Methoden konnen zur Erhdhung dcr Aktivital eingesetzt 
werden. Ini FaUe von Transportproteinen kann die endogene Aktivitat erhoht werden z. B. durch Klonierung des Gens 
mil beispielsweise o.g. Methoden oder uber Selektion von Mutanten mil erhdhtem Transport von Substrain < 

Bevorzugt erfolgl die Steigerung der Aktivital dadurch, daB eine Integration des Gens oder der Gene in eine Genslruk- 
tur oder in mehrere Gensrrukturen erfolgt, wobei das Gen oder die Gene als einzelne Kopie oder in erhohter Kopienzahl 
in die Genslruktur eingebracht wind. 

Als Genslruktur im Sinne der Erfindung ist ein Gen und jede Nucleotidscquenz zu verstehen, die die errindungsgema- 
Ben Gene tragt. Entsprcchende Nucleotidsequenzen konnen beispielsweise Plasmide, Vektoren, Chromosomen Phaeen iu 
oder andere, nicht zirkular geschlossene, Nucleotidsequenzen sein. " 

In Mikroorganismen, in denen der StofffluB nach Ery4p erhoht ist, kann die Verfugbarkeit von PEP zur Produktion des 
ersten Tntermedialen des aromatischen AminosaureslofTwechsels limitiert sein. Tn solchen Fallen kann es vorteilhaft sein 
andere PEP-verbrauchende Reaktionen im Metabolismus, wie z. B. die Reaktion des PEP : Zucker-Phosphotransferase- 
systems (PTS), welches eine PEP-abhangige Zuckeraufnahme katalysiert, sofern anwesend. zu vermindern oder auszu- 15 
schalten. 

ErfindungsgemaB konnen sowohi Organismen eingesetzt werden, die das natiirliche Akuvitatsniveau des PTS aufwei- 
sen; es konnen auch, zur weiteren Verbesserung des Verfahrens, PTS-Mutanten eingesetzt werden, in denen das PTS in 
seiner Aktivital verminderl ist. Eine derartige Verminderung kann entweder auf enzymatischer Ebene oder durch gene- 
tische Methoden erfolgen, z, B. durch Verwendung altemativer, stark reprimierbarer Promotoren zur Expression der pts- 
Gene oder durch Insertion eines glf-Gens in das Chrontosom und insbesondere in den Genort des ptsI-Gens was zu- 
gleich eine Stabihsierung der rekombinanten DNS im Chrontosom (Segregationsstabilitat) und damit den Verzicht auf 
die Verwendung eines Vektors mit sich bringt. Desweiteren kann in Verbindung mit einem regulierbaren Promoter auch 
durch die Zugabe von Induktoren oder Inhibitoren des entsprechenden Promotors wahrend der Kultivierune EinfluB auf 
die Aktivital des PTS genommen werden. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren zur Produktion von Substanzen werden bevorzugt Mikroorganismen eingeseizl in 
denen cin oder mchrcrc Enzyme, die zusatzlich an dcr Synthcsc dcr Substanzen bctciligt sind, dcrcgulicrt und/odcr in'ih- 
rer Aktivitat erhoht sind. 

Dies smd insbesondere die Enzyme des aromatischen AminosaurestofFwechsels und vor allem DAHP-Synthase Shi- 
kimatkinase und Chorismatmutase/Prephenatdehydratase, sowie aber auch alle anderen Enzyme, insbesondere 'auch 
Transaldoiase, Transketolase und Glukokinase, die an der Synthese aromatischer StoflPwechselintermediate und deren 
rolgeprodukte beteiligt sind. 

Fur die Herstellung von Substanzen wie beispielsweise Adipinsaure, Gallensaure und Chinonverbindungen, sowie de- 
ren Denvate 1st neben den erfindungsmaBigen Enzymen besonders die Deregulation und Uberexpression der DAHP- 
Syntase von Bedeutung. Zur iiberhohten Synthese von beispielsweise L-Trvptophan, L-Tyrosin, Indigo, Derivaten von 
Hydroxy- und Ammobenzoesaure und Naphtho- und Anthraquinonen, sowie deren Foigeprodukten sollte zusatzHch die 
Shikimatkinase dereguliert und in ihrer Aktivitat erhoht werden. Fur eine effiziente Produkdon von Phenylalanin Phe- 
nylbrenzirauben-saure und deren Derivaten ist zusatzHch eine deregulierte und uberexprimiene Chorismatmurase/Pre- 
phenatdehydratase von besonderer Bedeutung. Jedoch sollen damit auch alle anderen Enzyme umfaBt sein, deren Akti- 
vitaten zur biochemischen Synthese von Substanzen beitragen, das heiBt Verbindungen deren Produktion durch die Be- 40 
reitstellung von Ery4P oder Ery4P und PEP begiinstigt wird. 

Es sei bemerkt, daB fur die Herstellung von Indigo, Adipinsaure und anderen nicht naturlichen Foigeprodukten neben 
den erfindungsgemaBen Emgnffen weitere genedsche Veranderungen an den Substanzen produzierenden Mikroorganis- 
men notwendig sind. Diese MaBnahmen sind dem Fachmann bekannt (Frost & Draths, Ann. Rev. Microbiol. 49 (1995) 
557~579). ^ ^ 

Das erfindungsgemaBe Verfahren eignet sich zur Herstellung von aromadschen Aminosauren, insbesondere von L- 
Phenylalanm. Im Falle von L-Phenylalanin wird dabei vorzugsweise die Genexpression und/oder die Enzymaktivitat ei- 
ner deregulierten DAHP-Synthase (z. B. in E. coli AroF oder AroH) und/oder einer ebenfalls deregulierten Chorismat- 
mutase-ZPrephenatdehydratase (PheA) erhoht. 

AJs Produktionsorganismen eignen sich Escherichia- Arten, sowie aber auch Mikroorganismen der Gattungen Serraua, 50 
Bacillus Corynebacterium oder Brevibacterium und weitere aus klassischen Aminosaureverfahren bekannte Stamme. 
Ebenso Baktenen aus den Familien Nocardiaceae und Actinomycetales. Besonders geeignet isl Escherichia coli. 

Die Erfindung betrirYt auch die Bereitsteilung von geeigneten Genstrukturen und diese Genstrukturen tragenden trans- 
tormierten Zeilen, welche eine besonders erfolgreiche Realisation des Verfahrens ermoglichen. 

Irn Rahmen der Erfindung werden jetzt neue Genstrukturen zur Verfugung gesteilt, die, in rekombinanter Fonn, ent- 55 
weder ein Gen enthalten, kodierend fiir ein Glukose-oxidierendes Enzym a) zusainmen mit einem Gen kodierend fur ein 
Glukonsaure-phosphorylierendes Enzym oder b) zusammen mit einem Gen kodierend fur ein Transportprotein zurPEP- 
unabhangigen Aufhahme eines Zuckers oder c) zusammen mit mindestens zwei der drei nachstehenden Gene kodierend 
fur ein Glukonsaure-phosphorylierendes Enzym, fur eine Glukonolaktonase, oder fur ein Transportprotein zur PEP-un- 
abhangigen Aufnahme eines Zuckers. ^ 

Insbesondere kodiert das Gen fur das Glukose-oxidierende Enzym fur eine Glukosedehydrogenase und das Gen fur 
das Glukonsaure-phosphorylierende Enzym fur eine Glukonatkinase. 

Das Gen fur die Glukosedehydrogenase stamrnt bevorzugt aus Bacillus megaterium, das Gen fiir die Glukonatkinase 
aus Escherichia coli und die Gene fiir Glukonolaktonase und das Transportprotein aus Zymomonas mobilis. Besonders 
vorteilhaft sind Genstrukturen, bei denen das Gen fur die Glukose-dehydrogenase die Glukosedehydrogenase IV 65 
(gdhlV) aus Bacillus megaterium, das Gen gntK fur die Glukonatkinase die GntK aus Escherichia coli, die Gene fur das 
Transportprotein und die Glukonolaktonase die Gene glf und gnl aus Zymomonas mobilis sind. 

Die Isolierung der entsprechenden ( Jene und die Transformation der Zeilen erfolgt nach gangigen Methoden: Im Falle 
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z B der Klonierung des Glukonatkinasegens gntK aus E. coli, der Glukosedehydrogenase IV (gdhJV) aus Bacillus me- 
gaSrium. d« Glukonolaktonase (gnl) Oder des Transpongens glf aus Zymomonas mobihs e.gnei s,ch b^we: j die 
Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PGR) zur gerich.eien Amphfikauon des Gens 

Escherichia coli K- 12 (gntK), Bacillus megaterium (gdhlV) bzw. Zymomonas mob.hs Stammen ATCC -919 I Oder 
S ATCC 318*1 gnl. glf) Nach Amplinka.ion der DNS und deren in vi.ro-Rekomb. nation mil bekann.en \fek.oren 
(pGEM7 pUGBM20 pUC19 oder anderen) erfolgl die Transfonnation der WirtszeUe durch chemische Methoden, Elek- 

bekannt und aus allgemein zuganglichen Quellen erhaltlich z. B. in Datenbanken wie beim bMBUHUSAR in Heidel- 
,o %£ZZ ^In^ugLgsnummL D 84362 (gntK). D 10626 (gdhlV), X 67189 (gnl) und M 60615 (glf) hinterlegt. Im 
FaUe der Klonierung des gn<K-Gens aus Escherichia coli eignet sich die PGR zur genchteten Amphnkation des Gens nut 
cnromosomaler DNS J Escherichia coli K-12 Stammen anhand der Gen-Sequenzen wie ™ ku et aL 

Journal of Molecular Biology 267 (1997) 778-793, und Tong et. al. ^^.^^^^^^^^S. 
FaUe der Klonierung des gdhlV-Gens aus Bacillus megaterium eignet sich beispielsweise chromosomale DNS aus Ba 
is cillus meeaterium (Nagao et al.. Journal of Bacteriology 174(1992)5013-5020). 

d3uS SSedehydrogenase IV-Gen kann mil einem oder mehreren der im Rahmen der Erfindung beschne- 
J£S^£$£, Kombination in eine Genstruktur oder in niehnere Genstrukturen **&"£*~^j£ft 
naue Verteilung auf Genstrukturen zu beriicksichugen, fiihrt dies zu Kombmauonen wie z.B. gdhTV + gntK, gdhlV + 
glf gdhTV + gntK + glf; gdhlV + gntK + gnl; gdhlV + gnl + glf; gdhlV + gntK + gnl + glf. „ . .. 

oo Beider Verteilung der Gene wiri glf vorzugsweise in niedriger Kopienzahl x (wie beispieUwe.se x = 1 bis 10) in die 
GensWktur Ser die (Jenstrukturen eingeb4ht, um mogliche negative Auswirkungen einer IJberexpression eines 

M Vo5a?l n d Ge V n e sSS e re n n, die mindestens eine, einem der Gene zugeordnete, regulatorische Gensequenz enthal- 

^So kann eine Verstarkung regulatorischer Elemente vorzugsweise auf der Transtop^ 

sondere die Transkripiionssignale verstarkt werden. Dies kann beispielsweise dadurch erfolgen, daB durch ye™derung 
!£ den Srukturgencn vorgcschaltctcn Promotorscqucnzcn die Wirksamkcit des Pronators odor der Promotorcn crhoht 
wird oder indem die Promotoren komplett durch wirksamere Promotoren ersetzt werden. 

AuS kann eine Verstarkung der Transaction durch enusprechende Beeinflussung eines den Genen zugeordneten Re- 
guSenTer^olgen; daneber fist aber auch eine Verstarkung der Translation mogkeh, indem beispielsweise die Stabili- 

^M^i^^tZt, auch transformierte Zellen bereitgestellt, die in replizierbarer Form eine 

GenstrZur tSgt, die die verstarkte Bildung von Substanzen in der Zelle bewirkt. Die T^stormation der Wunszellen 
SSuSh Ssche Methoden (Hanahan J. Mol. Biol. 166 (1983) 557-580), sowie auch durch Elektroporation, Kon- 

jU S\°st ^S^HS^L^ Wirtszellen einzusetzen. in denen ein oder mehrete Enzyme, die zusatzlich an 
der Svnthese der Substanzen beteiugt sind, dereguliert und/oder in ihrer Aknvitat erhoht smd. . 

Mh£ rte Tewdligen Gene enthLenden Genstruktur wird ein, eine aromatische Aminosaure oder eine andere erfin- 
dungsgemaBe Substanz produzierender Mikroorganismus-Stamm, insbesondere Escherichia coh, uransformiert. 

& te von Vorteil fur die Transformation mit den Genstrukturen Wirtszellen einzusetzen, in denen zusattlich, sofern 
anwesend. das PEP-abhangige Zuckeraufnahmesystem in seiner Aktivitat vermindert oder ausgeschaltet ist. 
^ESd^S i werden ,4!formierte Zellen bereitgesteUt, die in der Lage sind, eine aromatische Anunosaure zu pro- 
duzieren, wobei die aromatische Aminosaure vorzugsweise L-Phenylalamn isL n ^f nrmi ^ 7-n Pn 

Es wml also ein Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Substanzen bereitgestellt, bei dem transformierte ZeUen, 
wie oben beschrieben, enthaltend Genstrukturen, wie oben beschrieben, eingesetzt werden. 

L eine benders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden Zellen 
eingesetzt die auBer Ery4P auch andere ZentralstoffwechselmetaboUte in erhohter Verfugbarkeit enthalten. 

D^hlen z. B. a-Oxoglutarat oder Oxalacetat, die aus intrazeUularen Syntheseprozessen resuluerer ^ ode^ ^aber 
durc^LftUerling der entspfechenden Substanzen, oder ihrer Vorlaufer, wie z. B. Fumarat oder Malat als Metabohten 
des Zitronensaurezyklus, den wachsenden Zellen zur Verfugung gestellt werden. cu t,- ™i; 

Bei DSM2 ist unter den Bedingungen des Budapester Vertrages der Stamm Eschenchia cob 
A^l/pG^gntKgdhlV unter der Hinte^legungsnummer DSM 12118 am 15. 04. 998 ^f^t^n 

£ vSvendel Wiftsorganismus AT2471 wurde von Taylor und Trotter (Bactenol. Rev. 13 (1967) 332-53) be. der 
CCiSC unter der Numiner 4510 hinterlegt und ist trei erhaltlich. 

Im TFo?genden solten die verwendeten Materialien und Methoden angegeben, sowie die Erfindung durch expenmen- 
telle Beispiele und Vergleichsbeispiele unterbaut werden: 

^ Allgemeine Methcxlen 

Im Rahmen der genetischen Arbeilen wurden Stamme von E. coli, sofern nicht ande^itig ^^.^f^^™ 
hestehend aus Difco Bacto Trypton (10 g ■ 1" L ), Difco-Hefeextrakt (5 g • T 1 ) und Nad (10 g * 1 l ) kultiviert. In Abhan- 

verwendeten Stamme wurde, sofern notig, dem Me^um bzw Amp^lhn 
65 CgT (17-34 mg • l" 1 ) zugesetzL AmpiciUin wurde dabe! zuvor in Wasser und CW 

henicol An Ethanol gelost und dem bereits autoklavierten Medium sterilfiltriert zugegeben. Zur Herstellung von Agarplat- 
ten wurde dem LB-Medium Difco Bacto Agar (1,5%) zugesetzt. ^aitHr-hmi S v^tems 

Plasmid-DNS aus E. coli wurde mittels alkalischer Lyse unter Verwendung ernes Icommerziell erhaldichen Systems 
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Beispiel 2 

Bestimmung der Enzymaktivitaten von Glukosedehydrogenase und Glukonatkinase 
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(Qiagen, Hilden) isoliert. Die Isolation von chromosomaler DNS aus E. coli und Bacillus megaierium DSM 319 erfolgte 
nach Chen und Kuo (Nucl. Acid Res. 21 (1993) 2260). Die Verwendung von Resuiktionsenzymen, Taq-DNS-Polyme- 
rasc, DNS-Polymerase I, Alkalische Phosphatase, RNase und T4 DNS-Ligase erfolgte nach den Instruktionen der Pro- 
duzenten (Boehnnger, Mannheim, D oder Prornega, Heidelberg, D). Zur Restriktionsanalyse wurden die DNS-Frag- 
mente in Agarosegelen (0,8%) aufgelrennt und mittels Extraklion unter Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Sy- 
stems (QuiaExII, Hilden, D) aus Agarose isoliert. 

Zur Transformation der Zellen wurden diese fur 2,5-3 h in LB-Medium (5 ml-R6hrchen) bei 37°C und 200 U ■ min" 1 
inkubiert Bei einer optischen Dichte (620 nm) von ca. 0,4 wurden die Zellen abzentrifugiert und in einem Zehntel des 
Volumens in TSS (LB-Medium mil 10% (w/v) PEG 8000, 5% (v/v) DMSO und 50 niM MgCb) aufgenommen 

Nach 30-miniiuger Inkubation bei 4°C mil 0,1 bis 100 ng DNS und anschlieBender Inkubauon bei 37°C fur 1 h wurden 
die Zellen auf LB-Medium mit entsprechendern Antibioukum ausplaitiert. 

Beispiel 1 

Bereitung von pGEM7gntKgdhIV als Vorbild erfindungsgemaBer plasmidbasierter Genstrukturen 

Die Klonierung des Gens gdhlV aus Bacillus megaterium DSM 319 kodierend fur die Glukosedehydrogenase IV er- 
folgte nach spezifischer Amplification der chrornosomaien DNS von Bacillus megaterium DSM 319 mil der Polymera- 
nono tenrcakti ° n (PCR) auf S rund der bekannten DNS-Sequenz des Gens, die von Nagao et al. Journal of Bacteriology 1 5 
(1992) 5013-5020 beschrieben wurde. Die PCR-Oligonukleotidprimer wurden mit Schnittstellen fur die Restriktionsen- 
zyme BamHI (.S'Ende) bzw. Sad (3*Ende) versehen. Primer 1 (BamHI) bestand aus 5 ATG GAT CCA TGA AAA CAC 
I A ^ GAG GAT 7X1 3 '* Primer 2 (Sac T > bestand a "s 5' GCC AGA GCT CTT TTT TCC ACA TCG ATT AAA AAC 
TAT 3 und war komplementar zum 3 t Ende des gdhlV-Gens. Das erhaltene DNS-Amplifikationsprodukt von ca. 800 Ba- 
senpaaren wurde nut BamHI plus Sad restringiert und danach in den gleichermaBen behandelten Vektor pGEM7 (s Tab 
1) hgiert Transformauon erfolgte in den Stamm JM109DE3 mit Selektion auf LB-Agarplatlen, die X-Gal und Ampicil- ->5 
hn enLhieilen. Der Nachweis der erfolgreichen Klonierung erfoigLe durch die Bestimmung der DNS-Sequenz des Uo- 
mcrtcn Gens gdhlV. Dicscr Vektor (pGEM7gdhIV) crmogiichtc auch in Abwcscnhcit des T7-Polymcrascsystcms 
(Stamm JM109DE3) die Expression der Glukosedehydrogenase IV- Aktivitat (s. Tab. 2). 

Die Klonierung des Gens gntK fur die Glukonatkinase GntK aus Escherichia coli K-12 erfolgte durch spezifische 
DNS-AmpHfikation ausgehend von Stamm E. coli K-12 W31 10 als chromosomale Matrize. Die Sequenz des gntK-Gens 30 
wurde von Tong et al. Journal of Bacteriology 178 (1996) 3260-3269 beschrieben. Zur Vermehrung mittels PGR wurden 
Ohgonukleotidpnmer gewahlt, die zusatzlich mit RestriktionsschnittsteUen fur EcoRI (5') bzw. BamHI (3') versehen 
wurden. Primer 1 bestand aus 5'CCG AAT TCT TGT ATT GTG GGG GCA C 3' und bindet 5' stromaufwarts vom gntK- 
Gen; Primer 2 bestand aus 5'CCG GAT CCG TTA ATG TAG TCA CTA CTT A 3' und ist komplementar zum 3'Ende des 
gntK-Gens. Das Amplifikationsprodukt von ca. 600 Basenpaaren wurde gereinigt, mit EcoRI plus BamHI restringiert 35 
und in den gleichermaBen geoffheten Vektor pGEM7 ligiert. Transformation erfolgte in den Stamm JM109DE3 mit Se- 
lektion auf LB-Agarplatten, die X-Gal und Ampicillin enthielten. Der Nachweis der erfolgreichen Klonierung erfolgte 
durch die Bestimmung der DNS-Sequenz des klonierten Gens gntK. Dieser Vektor (pGEM7gntK) ermoglichte auch in 
Abwesenheit des T7-Polymerasesystems (Stamm JM109DE3) die Expression der Glukonatkinase-Aktivitat (s Tab 2) 
Die Kombination der Gene gntK und gdhlV erfolgte durch Offnung des Vektors pGEM7gntK durch doppelte Restrik- 
tion nut BamHI plus Sad. In diesen dermaBen geoffneten Vektor wurde ein 800 Basenpaarfragment, das nach Restrik- 
tion des Vektors pGEM7gdliIV gewonnen worden war und das das gdhlV-Gen enthielu ligiert. Transformation erfolgte 
wiederum mit Selektion auf Ampicillin. Die neue, erfindungsgemaBe Genstruktur pGEM7gntKgdhJV vermittelt die T7 
Polymerase-unabhangige Expression der Enzymaktivitaten fur Glukosedehydrogenase IV und fur Glukonatkinase GntK 
(s. Tab. 2). 

^e Aufbewahrung der erhaltenen Transformanden erfolgte auf LB-Medium in Form von Glycerinkulturen (30%) bei 
-80 C. Bei Bedarf wurden die Glycerinkuituren direkt vor dem Gebrauch aufgetaut. 
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Zur Bestimmung der Enzymaktivitaten in bakteriellen Rohextrakten wurden die Zellen von E. coli sowie von plasmid- 
tragenden Mutanten in mineralischem Medium kultiviert. Dies bestand aus Natriumcitrat * 3 HoO (10 a • l _l ) 

^° 4 oL H A 0 /P; 3 g * KH2P ° 4 (3 '° g • l ~ l) > K2HP ° 4 ( 12 '° 8 ' ^ NaC1 0,1 (g • I" 1 ), (NH^SO* (5,0 g • r 1 )! 55 
CaU 2 • 2 H 2 0 (15,0 mg • l" 1 ), FeSO • 7 H 2 0 (0,075 g • r l ), und L-'iyrosin (0,04 g • l" 1 ). Die Zugabe weiterer Minerale 
ertolgte uber erne SpurenelemenUosung (1 ml . I" 1 ) zusammengesetzt aus Ab(S0 4 ) 3 • 18 H^O (2 0 g • T l ) Co- 
S0 4 -6II 2 0 (0,7 g - T l ) CuS0 4 • 5 II 2 0 (2,5 g • l" 1 ), II3BO3 (0,5 mg ■ l" 1 ), MnCl, • 4 TI7O * (20,0 g ■ r l ), 
Na 2 Mo0 4 - 2 H 2 0 (3,0 g • T l ), NiS0 4 • 3 H 2 0 (2,0 g - P l ) und ZnS0 4 . 7 H 2 0 (15,0 g • T l ). Vitamin Bl (5,0 mg . I" 1 ) 
wurde in Wasser gelosr. und dem Medium nach dem Autoklavieren sterilffltriert zugegeben, ebenso wie bei Bedarf Am- 60 
picilhn bzw. Ampicillin und Chloramphenicol. Glukose (30 g • l" 1 ) wurde separat autoklaviert und dem Medium eben- 
talls nach dem Autoklavieren zugefugt. 

Die geemteten ZeUen wurden in 100 niM Tris/HCl-Puffer (pH 8,0) gewaschen. Die Zellen des Sediments wurden mit- 
tels Ultraschail (Branson Sonitier 250 mit Microtip) in einem Beschaliungszykius von 25% und mil einer Intensitat von 
40 Watt tur 4 mm pro ml Zellsuspension aufgeschlossen. Nach Zentrifugation fur 30 min bei 18000g und 4 °C wurde 65 
der Uberstand (Rohextrakt) fiir die Messung der Aktivitat der Glukosedehydrogenase bzw. der Glukonatkinase verwen- 
det. 

Die Bestimmung der Aktivitat der Glukosedehydrogenase erfolgte nach Harwood & Gutting. Molecular Biological 
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Methods fur Bacillus. John Wiley & Sons. Glukosedehydrogenase katalysiert die Oxidation von Glukose Glukono- 
lakton. Die Akuviiat des Enzyms wurde liber die Zunahme der Konzeniration des reduzierlen Cotaklors NAIffl [ + ■ H 
photometrisch bei einer Wellenlange von 340 nm bestimmt. Die Besununung ertolgte in Q^^^ 1 " 6 ™ ^ 
samtvolumen von 1 ml. Der Reak.ionsansatz bestand aus Tris HC1 Endkonzenirauon 250 mM pH 8.0). N*num-EDTA 
-> 5 mM KC1 100 mM und NAD 2 mM. Rohextrakt wurde im Puffer 5 Minuten bei 25°C vonnkubiert. Zum Start der 
Nachweisreaktion wurde Glukose zugegeben (Endkonzenirauon 100 mM). Die Zunahme der Extinction wurde bei 
?40 nrSirA^Koniolle diente jeweils ein Ansa* ohne Glukose. Die spezifische Glukosedehydrogenase- Aktiv,- 
Swird angegfben in U/mg. definiert als die Bildung von 1 uMol NADH pro Minute und mg Protein, was aquivalenl 
zum Umsatz von 1 uMol Glukose pro Minute und mg Protein gesetzt wild. 

Die Besiimmung der Glukonatkinase im Rohextrakt ertolgte wie von Izu et al. FEBS Letters 394 (1996) 14-16 be 

SC Glukonatkinase katalysiert die ATP-abhangige Phosphorylierung von Glukonat zt , 6-Phosphoglukona t ^ gebildete 
6-Phosphoglukonat wird im Enz.ymtest durch das NADP-abhangige Hilfsen7.ym 6-Phosphoglukonat-Dehydrogena.se 
(Boehringer Mannheim, No. 108 405) uber die Zunahme der NADPH-Konzentration photometnsch be, emer WeUen- 
an^e von 340 nm bestimmt. Die Bildung von 1 umol NADPH entspricht dabei der ^°1 Glu; 

konat Der enzymatische Nachweis wurde in Quarzkiivetten mil einem Gesamtvolumen von 1 ml durchgefuhrt bei JC 
SgeSlut Der Reaktionsansatz enthielt Tris HC1 50 mM P H 8.0, ATP 100 mM. . NADP 3.25 nuM ^^StlS 
Hilfsenzvms 6-Phosphoglukonat-Dehydrogenase und variable Mengen an Rohextrakt. Die A ^*^*™*£J? 
5 Minute'n vonnkubiert und durch Zugabe von Glukonsaure (pH 6.8; Endkonzenirauon 10 mM im Ansatz) gestartet. Als 
20 KontroUe dienten Ansatze ohne Zugabe von Glukonsaure. r.™ h ~,, r> nQ7fi-> 

Die Bestimmune der Proteinkonzentration im Rohextrakt erfolgte nach Bradford M. M. (Anal. Biocbem. 7- (1976) 
24£254r™^wendung eines kommerzieU erhaltlichen Farbreagenzes. Als Standard wurde Rinderserumalbumin 

""SoSN zeigt die Ergebnisse der Enzymmessungen bei der Verwendung des Wirtsstammes E. coli W3110 sovvie 
d Jin MulanS d^Plasmide pGEM7gdhIV, pGEM7gntK Oder pGEM7gn,KgdhrV beinhalten. Es zeigte sich das 
dS ErLylne bei der Verwendung der beschriebenen und erfindungsgemaBen Gensirukluren in erUndungsgemaBen Zellen 
funktionsfahig cxprimicrt wcrdcn konncn. 

Beispiel 3 

Produktion von Substanzen unter Verwendung von Stammen, die eine erhohte Aktivitat der Glukosedehydrogenase auf- 
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Die Svntheseleistune von Escherichia coli AT2471 und Escherichia coli AT2471/pGEM7ghoTV wurde in dem unter 
B^^S^i^^bna bestimmt. Hiertur wurden Schuttelkolben (1000 ml mil 100 ml Med,um) nut 
? mralceSkXlngemvft und bei 37°C und 150 U • min"' fur 72 h auf einem Kreisschuttler.nkubiert J 

Sefahr 12 h wurde der pH-Wert der Kulturen gemessen und bei Bedarf durch Zugabe von KOH (45%) auf den 
S^SS. von 7 2 zuriickgebrachL Desweiteren wurden nach 24 und 48 h Proben (2 ml) zur Besummung der opuschen 
Dichte, sowie der Glukose- und der L-Phenylalaninkonzentrauonen genommen. Pack ard Mun- 

DiePhenvlalaninkonzentration wurde mittels Hochdnickflussigkeitschromatographie < HI J^^ ] J™' 
chen D) in Verbindung mil Fluoreszenzdetektion (Extinktion 335 nm, Emission 570 nm ermittelt. Als teste Phase 
wu^ erne Nucteosil-120-8-C18-Saule (250 4,6 mm) verwendet; die Elution erfolgte unter Verwendung eines Gradien- 
ten^uent A: 90% 50 Phosphorsaure, 10% Methanol, pH 2,5; Eluent B: 20% 50 mM Phosphorsaure 80% Metha- 
nol pH 2 5- Gradient: 0-8 min 100% A. 8-13 min 0% A, 13-19 min 100% A). D,e Eluuon S geschw,nd,gkeit wurde auf 
I O ml ^festgesetzt; die Saulentemperatur auf 40°C. Die Nachsaulenderivatisierung ertolgte unter \ferwendung 
von" Ph^dialdehyd in einer Reaktionskapillare (14 m • 0.35 mm) bei Raumtemperatur. Fur L-Phenylalamn wurde un- 
ter den beschriebenen Bedingungen eine Retentionszeit von 6,7 nun ermittelt. ^ , . n -. 

DurcSle Messung der Glukosekonzentration miuels enzymatischer Teststrei en (^^^^^^ 
und, abhangig von den Resultaten, Nachdosieren von 2 ml einer konzentnerten Glukoselosung (500 g • 1 ) wurde sicher 
50 gestellt, daB keine Glukoselimitierung in den Versuchsansatzen auftrat. 

Nach einer InkubaUonszeit von 48 h wurde im Vergleich zu einem (Phenylalamn)-Indexwert von 100 fur den Wins 
st anwnE coU AT247 1 durch das alleinige Einbringen des Plasmides pGEM7gdhIV ein die Phenylalamnekonzentration 
M von 145 erreicht. Dieses Ergebnis zeigt den erfindungsgemaBen, die Synthese aromatischer 
V^dunltncS^n^ Effekt der Erhohung der Aktivitat einer Glukosedehydrogenase m Substanzen produzieren- 
55 den Mikroorganismen. 
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Produktion von Substanzen unter Verwendung von Stammen, in denen zusatzlich zu einer erhohten Aktivitat der Gluko- 
sedehydrogenase ein PKP-unabhangiges Zuckeraufhahmesystem expnmiert 1st 

Das glf-Gen aus Zymomonas mobiUs wurde unter Verwendung des Plasmids P ZY600 (Weis^r etal. J. Bacteriol 177 
(1995) 3351-3345) als Matrize ampiifizierl. Dabei wurde durch die Wahl der Pnmer eine Bamffi- und eine KprJ 
S^LldUe eingefuhrt. Unter Verwendung dieser singularen Schnittstellen wurden das Gen in ^ A ^££J^ 
?Bo^hringer Mannheim), der ebenfalls mit BamHI und Kpnl geoffnet worden war, eingebracht. Aus diesem Vekior 
pSgK wurde durch Restriktion mit BamHI und HindlH ein 1 .5 kb grofies DNS-Fragment gewonnen und mit dern 
VekSalmTd P ZY507 (Weisser et al. J. Bacteriol 177 (1995) 3351-3345), der ebenfalls nut den Restnkuonsenzymen 
BamSl und Sill geoffnet worden war. Hgiert. Nach Transformation von E. coli und Klonierung der Transtormanden 
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L U ??^ k0, , I,binierle Pla fu id P. ZY507 S U ' erhallen - Dieser Vekt °r fuhrt zur Chloramphenicol-Resistenz. enthal. das 
lacr'-iac-Promoiorsystem und hat eine niedrige Kopienzahl. 

Ara?tT S f2 8 ' fWde zusamnien mitden erfindungsgemaBen Genslnikturen aus Beispiel 1 in den Wirtsstamm 

I^^ S ^ l , ; !T^ h ^ ebenen ex P erim «>te"en Bedingungen folgend. wurden die Mutanten E. coli AT2471 e lf 
E coh AT247 glt/pGEM7. E. coli AT2471 glf/pGEM7gntK und E. coli AT2471glf/pGEM7gntKgdhIV in ie zwei plal- 
lelansatzen kullivierl. Nach 48 h wurde die L-Phenylalaninkonzentration in. Medium bes limn, t 

Ini Vergle,ch zum Ausgangsstamm E. coli AT2471glf, der eine dem Indexwert. von 100 entsprechende L-Phenyiala- 
rH^h"^ 0 " eiTe,Chle - e ™ ,6 8" chte dic Anwesenheit des Vectors pGEM7 einen Indexwen von 96 und damit nahezu 
2S SeTrTh H ElnSalZ ^ E - C ° U A ™ 7 S lf 'P<*M7gntK hingegen erlaub, eine L-Phenylalaninkon- 
zentration, die «m Vergle.ch zu den zuvor genanntcn Stammen einem Indexwert von 179 entsprach. Eine weitere Erho- 
hung auf einen die Phenylalamnkonzentration reprasentierenden Indexwert von 195 ermoglichte die Expression beider 
nrPM7 ^ Tr^ n 6 " S, " ffw f chse,s : d h - Glukosedehydrogenase und Glukonatkona.se in R«5i AT2471glf/ 
£ ? 16S ^ u T bmS ZC,gU daB ^ Ex P ression eines alternativen Stoffwechselweges durch Einbrinien 

derAkuvuatderGlukosedehydrogenaseundErhohenderAbivitatderGlukonatld 

gerade in jenen Mikroorganismen positiv beeinfluBt, in denen gleichzeidg ein PEP-unabhahgiges Zuckeraufnahmesy- 
stem transtormiert und exprimiert ist. J 

Beispiel 5 

Produktion von Substanzen unter Verwendung von PTS'-Mutanten, in denen zusatzlich zu einer erhohten Aktivitat der 
Glukosedehydrogenase ein PEP-unabhangiges Zuckeraufnahmesystem exprimiert ist 

Pl^?^ 00 ft ^' Ge H S iD Gene ' die fUr Komponenten des PTS-Systems von E. coli kodieren, wurde das 
SHfrT T ^ ™£T nUt Klenow - Fra gnient behandelt. Die singulars SchnittsteUe liegt im ptsI-Gen. 
Das glf-Gen wurde als BamHI-Kpnl-Fragment aus den. Plasmid pBM20glfglk isoliert und ebenfalls mifKlenow-FraM- 
mcnt behandelt. Durch blunt-cnd-Ligation wurden Klonc crhaltcn, dic das glf in gleicher Oricnticrung wic dic Gene 
ptsHI tragen. Aus dem resultierenden Plasmid pPTSglf konnte ein 4,6 kb Pstl-Fragment erhalten werden. welches den T- 
bereich des ptsH-Oens sowie ptsl mit integriertem glf und err tragi. Dieses Fragment wurde in die EcoRV-Schnittsteile 

^ gl ' n -?* Ve ^u r " ^ S *™*" »P«a« warden kann, haben TtaJSjE 

diesen Phagen mcht tragen den Vektor ins Chromosom integriert, wenn sie auf Carbenicillin wachsen kdnnen. Die Inte- 
gration wurde mittels Southern Analyse iiberpruft (Miller V. L. et al., J. Bacteriol. 170 (1988) 2575-83). Die erhaltenen 
1 ransformanden enthielten neben dem glf-Gen auch die vollstandigen PTS-Gene 

Bei einem zweiten homologen crossover kann der Vektoranteil herausrekombinieren, was zum Verlust der Carbenicil- 
hn-Resistenz fuhrt. Da m diesem Falle die pts-Gene durch die Insertion des glf-Gens unterbrochen vorliegen. wird das 
PTS in diesen Mutanten mcht funktioneU exprimiert. Die gewunschten PTS--Mutanten wurden wie folgt selektioniert- 
Nach mehrmakgem Iftenmpfen der noch PTS'-Transformanden auf LB-Medium ohne Antibiotika wurden Aliquots der 
*f"" a ur LB-Planen nut 100 ug- l"' Phosphomycin ausplattiert. PTS'-Mutanten konnen auf dieseri Platin 
wachsen. Wachsende Hone wurden aut LB-Platten mit entweder Phosphomycin oder mit 20 pg • r 1 Carbenicillin aus- 
gestnehen. Von Klonen, die erneutes Wachstum auf den Phosphomycin-Platten, nicht aber auf den Carbenicillin Platten 
zeigten wurde chromosomale DNS isouert. Die Integration des glf-Gens in die Gene, die fur das PTS-System kodieren 
wurde durch Southern-Analyse bestatigt. Entsprechende Mutanten wurden als phanotypisch PTC-defizient identifiziert )' 

p^^ 

F !S ^^^^^^l^^^^ 90 ^ 1 ^ 0 ^ Bedingungen folgend. wurden die PTS-negative Mutante 
E. coh AT2471g fintPTS /pGIMTgntKgdhJV, sowie der korrespondierende Wirtsstamm AT2471glfintPTS- in ie zwei 
Parallelansatzen kulti viert. Nach 48 h wurde aus den Ergebnissen die integrate biomassespezifische Produktivitat errech- 

Im Vergleich zum Wirtsstamm E. coli AT2471glfintPTS-, dessen integrale biomassespezifische Produktivitat durch ei- 
™£ r ^1™" - 10 ? re P rSsentiert ist - erreichte beschrieben ist, Erreichte die Mutante AT2471glfintPTS-/ 
pGBM7gntKgdhIV eine integrale biomassespezifische Produktivitat mit einem Indexwert von 133 

Dieses Ergebms zeigt, daB das Einbringen der Aktivitat der Glukosedehydrogenase und Erhohen der Aktivitai der 
Glukonatkmase d,e Produkuyitat der Synthese von Phenylalanin gerade in jenen Mikroorganismen positiv beeinfluBt, 
o ^hl? C o™ sein ^. AkUvlta jL vermindertes oder ganzlich ausgeschaltetes PTS-System auszeichnen und in denen 
gleichzeitig ein PEP-unabhangiges Zuckeraufnahmesystem integriert ist. 
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Tabelle 1 



Stamme Genotyp/Charakteristika Quelle oder Referenz 



5 


Bacillus 
megaterium 
DSM 319 


Donor fur grdhJV-Gen 


Nagao et al . J . 
Bacteriol. 174, 
5013-5020 


10 


E. coli 
AT2471 


tyrKA , relAl , spoTl , 
thi-1 


Taylor una. i rotter , 
Bacteriol. Rev. 13 
(1967) 332-53 




JM109DE3 


A (pro-lac) /F"pro + 


Promega Co. 


15 




lacZAMIS; tragt Gen fur 
T7-RNA- Polymerase 




20 


E. coli K-12 
W3110 


F- / prototropher 
Wildtypstamm tfci-1; 
Donor fur gntiC-Gen 


Coli Genetic Stock 
Center, Yale 
Uni vers i tat , New 
Haven, CT, U.S.A. 


25 


Plasmid 
pZY507 


Cm" 


Weisser et al., J. 
Bacteriol 177 (1995) 
3351-4 


30 


•gZYSOlglf 


glf-Gen aus Z. mobilis 
in pZY507 


Weisser et al., J- 
Bacteriol 177 (1995) 
3351-4 




PGEM7 


ApR; T7 und SP6 
Promotoren 


Promega Co. 


3S 


VGEWlgntK 


pGEM7 mit gntK-Gen aus 
E. coli 


diese Anmeldung 




PGBMlgdhlV 


pGEM7 mit gdhJV-Gen aus 


diese Anmeldung 


40 




Bacillus megaterium 






PGEM7 gntKgdhl 
V 


pGEM7 mit gntK und 
grdhXV-Genen 


diese Anmeldung 


45 




Tabelle 2 






Bestimmung der Glukosedehydrogenase- und Glukonatidnaseaktivitat in Rohextrakten von Escherichia coli mil ver- 

schiedenen Genstmkturen 


50 


Stamm 


spezif ische Aktivitat 
Glukosedehydrogenase 


spezifische Aktivitat 
Glukonatkinase 


55 


W3110/pGEM7 


n.n. 


n.n. 



W3110/pGEM7grdhTV 0.4 U/mg n - b * 

60 W3110/pGEM7gntiC n.n. 0.9 U/mg 

W3110/pGEM7gntjCgdhJV 1.0 U/mg 0.9 U/mg 

65 

n.n. = nicht nachweisbare Aktivitat; n.b. » nicht bestirnmt 
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Paten tanspriiche 

ta^lSS ""^nl" " ers,elIun 8 von S"b Sla „zen, bei dem in eincm diese Substanzen produzierenden Mi- 

SSS^M^tT" oxidierenden Enzymes - 
1»^E^S^SS2ST^ ** Substanzen her8este,h werfen - ™ deren s »*~ das 

L^S^^ ^ ^ ^ "~ ^ k °~genase in 

L£JS^ES£ S^^r"* daB * * eines Glu- 

8" vSS^n US i nSPraC !! !' ^ dU , rch 8 ekennzeichn ^ daB die Aktivitat einer Glukonatkinase erhoht wird 
SchT:^S h w td SPrUCh 6 ^ ? ' daB die Aktivitat einer GlukonatkinaS Z Esche-T 

L.^ ahren na u h ein ! m d6r Ans P™ che 3 Ws 8. dadurch gekennzeichnet, da6 zusatzlich die Aktivitat eincr Gluko- 
nolaktonase. insbesondere eine aus Zymomonas mobilis. erhoht wind AKtmtat eincr Gluko- 

i«JS3^^i ShS AnSP A Ch / I"' 9 ' dadU J Ch 8 ekennzeichn ^ daB zusatzlich die Aktivitat eines Trans- 
ponproteiiis zur PbP-unabhangigen Aufnahme eines Zuckers erhoht wird 

i" " aC I AnSPrUC u d f tarch g ekennzeic hnet, daB das Transportprotein ein Facilitator ist 

i. 3 nH^? ahreD ^• el i , , der Ans P rUche 3 bis 12 - ^arch gekennzeichnet, daB die Aktivitat eines Glukose oxidie- 
renden Enzynu ,odcr die Aktiv,tat cincs Glukosc oxidierenden Enzyms und ■zaltaUch nrindaS^^vft^ 
n^ S ^ P S ^ En2ym ' G1Uk0 " Olak — TraLportprotein «r OT tE^££S 

a) durch Einfuhrung der Gene 

b) und/oder durch Erhohen der Genkopienzahl 

c) und/oder durch Erhohung der Genexpression 

d) und/oder durch Erhohung der endogenen Aktivitat der genannten Enzyme 

e) und/oder durch 6 trukturveranderung an den Enzymen 

f) und/oder durch Verwendung von deregulienen Enzymen 
^A 8 ) "" d/oder durch Einfuhren von Genen, die fiir deregulierte Enzyme kodieren 

£ dSemdon des Gens 2? "f^" g * ennZe * hneL *« die Stei ™ der Aktivitat dadurch erreicht wind. 
r7„ h- g r™ f« Gens oder der Gene in erne Genstruktur oder in mehrere Genstrukturen erfolgt wobei das 
S nTh ClnZe H lne ?° Pie «? er ^ohter Kopienzahl in die Genstruktur eingebrach! wird 

J" 61 " , !- Aaa P iacbB 10 bis 14 > dadurc h gekennzeichnet, daB zusafclich die Aktivitat eines 
PEP-abhangigen Zuckeraufnahmesystems, sofern. anwesend, vermindert oder ausgeschaltet wird 

^rd ^ n e " aC i einen !, W Ans P™ che 1 bis 15 > ***** gekennzeichnet, daB ein Mikroorganismus eingesetzt 

Se A^Lre ist d6r 1 * ^ « * hergestellte Substanz eine aromati- 45 

19 VeSfZ „ MC h h AnSPr H Ch I 7 ' d3dU , rCh g ekenn ^ichneu daB die aromatische Aminosaure L-Phenylalanin ist 
Jen G*£,Z T h Sm T f Ans P™ cb e 1 bis 18 ' dad »«* gekennzeichnet, daB der eingesetzte MiSSmu 
d 0 SSK 2 a" ^ ^ a ', BaC i 1IUS ' Cor y" ebac «ri U m oderBrevibacterium zuleordnet ist Kr ° OISan,SmUS 

^;C^^t^ luk<xe oxidierendes Enzym zi — mit «« kod -- d * - ^ 

oS^GL^kodfere^?^ H ? Zym ZUSammen mit mindeStens ^ der « nachstehen- 

W^ ro ^r^^ E » Z ^ - Olukonolaktonase od. «r ein 

rn.ir C * n f^ Ur " aCh A ^ 8 5 uch 21 ' dadurch gekennzeichnet, daB das Gen fur das Glukose oxidierende Enzvm eine 
Sier^ y<lmgenaSe k0d,er * " nd d3S Ge " fflr daS pho S phor y . i e re nde Hn^SSSSES 

23 Genstruktur nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, daB das Gen fur die Glukosedehvdroeenase 

SuSak^n^^T™" ° en ^ * G,ukonatk ^ ^s Escherichia coli stammt JSSSSSS 
Olukonolaktonase und das Transportprotein aus Zymomonas mobilis stammen. 

£ S 3 !!! — 6 " 6 ? e ' enl ,. haltend in repuzierbarer Form eine Genstruktur nach den Ansprtlchen 21 bis ^ 
i^^^S2i B n f , tT™ 0 ' 24 u dad r h ^-nzcichnet, daB in der Zelle ein oder mehrere Enzyme, die 
% S2f u Substanzen i*etemli«t sind, dereguliert und/oder in ihrer Aktivitat erhoht sind 

-6. Transforms ZeUe nach Anspruch 24 oder 25, dadurch gekennzeichnet. daB die Zelle eine Escherichia coli- 
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X Transfornrierte Zelle nach einem der Anspruche 24 bis 26, dadurch gekennzeichnet. daB zus» das PEP-ab- 
Anspriiche 21 bis 23 vorliegt, eingesetzt werden. 
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